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摘要 ”针对 15 个 云南 松 Pinus yunnanensis 居 群 ， 开 展 了 14 种 酶 系统 的 水 平 切 片 淀粉 凝 胶 电泳 
实验 ， 在 谱 带 遗传 分 析 的 基础 上 确定 了 33 个 等 位 酶 位 点 及 其 等 位 基因 。 其 中 有 32 个 等 位 酶 
. 位 点 是 多 态 的 (有 2 个 以 上 的 等 位 基因 )， 只 有 一 个 单 态 位 点 Dia -4。 有 3 个 等 位 基因 的 位 点 
# Lap-l. Lap- 2. Aa - 3. Skd -1 Skd - 2. Adh -1 Adh -3 Gdh, Pgd -1 Pgm- |. 
Pem-3, Pgi-l, Pgi-3 Mdh-1, Me, G6pd, Dia-1, Tpi-l, Tpi-2, Tpi - 3 I Tpi - 
4， 有 4 个 等 位 基因 的 位 点 有 Skd-3. Adh-2. Pgd-2. Mdh-2. Mdh -3, Mdh -4 和 Dia - 
2， 有 5 个 等 位 基因 的 位 点 有 Aat -1 和 Dia - 3。 云南 松 居 群 的 等 位 基因 平均 数 A=2.1， 在 松 
属 中 居于 中 上 水 平 。 本 研究 揭示 了 云南 松 居 群 酶 位 点 及 其 等 位 基因 带 谱 的 变异 式样 ， 为 松 属 
植物 的 遗传 多 样 性 研究 提供 了 一 批 酶 位 点 及 其 等 位 基因 的 参考 图 谱 。 
关键 词 ”云南 松 ， 居 群 遗传 学 ， 等 位 酶 
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Abstract The genetic diversity in fifteen populations of Pinus yunnanensis Franch. were studied by starch 
gel electrophoresis in the present work. Fourteen enzyme systems, presumably coded by 33 allozyme loci and 
their alleles were scored, and 32 were polymorphic with only one monomorphic locus ( Dia - 4 ). The loci 
with three alleles are Lap - 1, Lap -2, Aat-3, Skd- 1, Skd-2, Adh- 1, Adh - 3, Gdh, Pgd - 
1, Pgm - 1, Pgm - 3, Pgi - 1, Pgi - 3, Mdh - 1, Me, Idh - 1, Idh - 2, G6pd, Dia - 1, Tpi - 1, 
Tpi - 2, Tpi - 3 and Tpi — 4, those with four alleles are Skd - 3, Adh - 2, Pgd - 2, Mdh - 2, Mdh - 
3, Mdh - 4 and Dia - 2, and those with five alleles are Aat — 1 and Dia — 3 . The mean number of alleles 
per locus is A2 2. 1 in the populations of P. yunnanensis. The bands represented loci and alleles of P. 
yunnanensis are showed in the paper. The paper provides the genetic diversity and evolution of Pinus with 
comparative diagrams of allozymes. 
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云南 松 Pinus yunnanensis Franch. 是 分 布 于 我 国 西南 季风 影响 下 的 中 亚热带 气候 条 件 
下 的 重要 树种 。 在 云南 高 原 上 ， 从 南 到 北 ， 从 东 到 西 ， 从 海拔 800 m 的 河谷 至 3 200 m 的 
亚 高 山地 带 ， 均 有 大 面积 分 布 ， 分 布 面积 占 云 南 省 森林 面积 的 70%。 云 南 松 是 以 云南 高 
原 为 其 起 源 和 分 布 中 心 ， 与 我 国 东部 亚热带 分 布 的 马尾 松 P. massoniana Lamb. 是 同属 之 
闻 的 地 理 蔡 代 种 ， 在 云南 西北 横断 山区 与 高 山 松 P. densata Mast. W, {Z BS Pü ae 
与 思茅 松 P. kessiya var. langbianensis (A. Chev.) Gaussen 邻接 (RERE, 1987; 姜 汉 
fff, 1984), 

胡 志 昂 (1983) 和 李 启 任 (1984a, 1984b, 1993) 曾 应 用 垂直 板 状 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 
泳 技术 对 云南 松 的 过 氧化 物 酶 做 过 大 量 研究 ， 但 仅 限于 生化 表 型 的 描述 ， 即 谱 带 多 少 和 于 
移 率 的 描述 ， 没 有 分 析 其 谱 带 背后 的 遗传 本 质 ， 加 之 ， 多 为 个 别 取样 ， 而 不 是 居 群 取样 ， 
故 难 以 获得 云南 松 遗 传 多 样 性 资料 和 信息 。 其 实 Gottlieb (1977). 早已 指出 用 来 自 不 同类 群 
的 电泳 资料 直接 进行 比较 ， 如 简单 地 计数 谱 带 数目 、 迁 移 率 等 等 ， 这 种 做 法 不 仅 从 生化 前 
度 上 看 是 有 缺陷 的 ， 而 且 会 丢弃 电泳 方法 中 同 源 性 比较 和 基因 频率 定量 分 析 的 许多 优点 。 
近年 来 ，Wang (1990a, 1990b, 1994) 用 分 子 生 物 学 技术 研究 高 山 松 、 云 南 松 和 油 松 P. 
tabulaeformis Carr. 的 遗传 多 样 性 与 起 源 ， 认 为 高 山 松 起 源 于 第 三 纪 云 南 松 与 油 松 的 杂交 
种 。 该 研究 将 云南 松 的 遗传 多 样 性 研究 推 到 分 子 研 究 的 新 水 平 。 她 应 用 淀粉 凝 胶 电泳 技术 
研究 分 析 了 一 个 云南 松 居 群 的 7 个 酶 系统 的 13 个 等 位 酶 位 点 ， 得 出 较 好 的 结果 ， 对 研究 
云南 松 居 群 系统 的 遗传 多 样 性 具有 重要 的 参考 价值 。 等 位 酶 实验 的 分 析 方法 为 在 基因 位 点 
(或 称 座位 ，locus) 水 平 研究 遗传 多 样 性 、 进 化 生态 学 和 分 子 生 态 学 开辟 了 广阔 而 实用 的 
前 景 〈 王 中 仁 ，1994a，1994b; 葛 颂 ，1994) ， 通 过 遗传 分 析 所 找到 的 基因 位 点 才 是 可 靠 的 
遗传 标志 ， 利 用 这 些 遗 传 标志 才能 有 效 的 度量 居 群 中 遗传 变异 的 大 小 及 其 分 布 ， 进 而 探讨 
进化 问题 并 为 类 群 划分 的 系统 发 育 推 断 提供 依据 (Crawford, 1990; Ej, 1994), 

本 研究 以 云南 松 为 试 材 ， 在 开展 15 个 居 群 18 种 酶 系统 的 同 工 酶 实验 的 基础 上 ， 从 中 
筛选 分 离 良 好 、 谱 带 清 晰 的 14 种 酶 系统 ， 在 谱 带 遗传 分 析 的 基础 上 确定 了 33 个 酶 基因 位 
点 及 其 等 位 基因 ， 以 便利 用 这 批 等 位 酶 遗传 标志 研究 云南 松 居 群 的 遗传 结构 。 


1 材料 与 方法 


所 用 材料 均 取 自 云 南 松 天 然 居 群 ， 共 15 个 居 群 (YU01，YU02，YU03，YU06，YU07， 
YU08，YU09，YU10，YU15，YU19，YU23，YU25，YU26，YU27，YU28)， 本 文 重点 以 云 
南 松 15 个 居 群 说 明 其 等 位 基因 位 点 及 其 等 位 基因 的 变异 式样 。 这 15 个 云南 松 居 群 的 地 理 
位 置 和 生境 详 见 表 1。 

每 个 居 群 平均 随机 确定 20 单 株 ， 多 的 不 超过 45 株 。 每 单 株 随机 采取 15 ~ 20 个 未 开 
裂 成 熟 球 果 。 带 回 实验 室 分 别 干燥 、 脱 籽 、 净 种 ， 最 后 保存 在 室温 (20%C) 下 备用 。 由 于 
裸子 植物 种 子 可 分 离 出 二 倍 体 的 胚 和 单 倍 体 的 胚乳 〈 平 配子 体 )， 故 直接 利用 单 倍 体 胚乳 
的 电泳 酶 谱 来 分 析 是 否 符合 Mende 分 离 规 律 ， 从 而 确定 谱 带 所 代表 的 等 位 基因 位 点 。 用 
单 倍 体 胚 乳 的 同 工 酶 谱 带 分 析 酶 基因 位 点 和 等 位 基因 ， 简 单 、 方 便 、 准 确 ， 而 且 无 论 是 单 
聚 体 酶 ， 还 是 二 聚 体 酶 ， 甚 至 是 三 聚 或 四 聚 体 酶 ， 由 于 每 个 位 点 只 显示 一 条 谱 带 ， 其 位 置 
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表 1 云南 松 15 个 居 群 的 地 理 位 置 和 生境 
Table 1 Localities and habitats of 15 populations in Pinus yunnannensis 








Pop. No. Pop. name Locality Altitude Latitude Longitude 
YUOI Hutiaoxia Zhongdian 1900 m 2712'N 100903'E 
YU02 Dalanpianwa Zhongdian 2000 m 27*03'N 99°11'E 
YU03 Tianchi Yunlong 2600 m 25953'N 99?11'E 
YU06 Litouchun Eryuan 2100 m 26907'N 100*18'E 
YUO7 Chanshan Dali 2100 m 25?36'N 100*12'E 
YU08  Qingshuijiang Qiubei 1600 m 24920'N 104*32' E 
YU09 Ailaoshandonpo Jindong 2480 m 24933'N 101*03'E 
YUIO Xishan Kunming 2100 m 24558'N 102*38'E 
YU15 Nixishangqio Zhongdian 2600 m 28*08'N 99°27'E 
YU19 Bijiashan Anning 2450 m 24°56' N 102°30'E 
YU23 Qiongzhushi Kunming 2300 m 25*03'N 102*37'E 
YU25 Linchang Linchang 2400 m 23*43'N 100908'E 
YU26 Yating Leye 950 m 24556'N . 106?18'E 
YU27 Huaping Leye 800 m 24?49'N 106*19'E 
YU28 Yilai Tianling 700 m 2442'N 106*09'E 


LERRAM, DUE — EUR E ZED Vf s S8 [o DR CRUS E. AI 
合 单 株 的 某 一 位 点 的 两 个 等 位 基因 符合 1:1 分 离 规律 的 情况 ， 则 漏 掉 一 个 等 位 基因 将 杂 合 
体 错 定 为 纯 合 体 的 概率 为 〈1/2)x-1， 其 中 k 为 杂 合 单 株 所 分 析 的 胚乳 数 。 本 研究 每 单 株 
平均 分 析 8 粒 种 子 的 胚乳 ， 错 定 基因 同型 的 概率 为 0.008， 即 错 定 概率 不 到 1%。 本 实验 
每 单 株 随 机 取 自 由 授粉 种 子 30 粒 放 在 湿润 培养 外 中 置 于 25 民 的 温 箱 中 ， 种 子 露 白 后 ， 剥 
取 每 粒 种 子 的 单 倍 体 胚 乳 用 于 实验 。 分 别 取 每 粒 胚乳 加 2 滴 研磨 缓冲 液 ， 在 冰 浴 中 研磨 提 
取 。 研 磨 缓冲 液 为 Soltis et al. (1983) 的 Tris - HCl (pH7.5) 配方 ， 再 加 0.296 8i 3& Z RE 
和 10 驳 聚 乙烯 比 咯 烷 酮 (PVP)。 沁 子 (wicks) 选用 新 华 焉 号 滤纸 ， 制 成 2 mmx6 mm 大 
小 ， 直 接 吸 取 研 磨 后 的 提取 液 。 在 本 实验 中 ， 为 了 提高 工作 效率 ， 将 单 株 的 每 2 粒 胚乳 泥 
合 一 起 研磨 提取 ， 上 样 电泳 。 若 2 粒 胚 乳 某 一 位 点 的 等 位 基因 相同 则 出 现 一 条 谱 带 ， 若 等 
位 基因 不 同 则 出 现 一 高 一 低 的 2 条 谱 带 ， 很 容易 判断 等 位 基因 的 类 型 及 其 数目 。 由 于 每 2 
粒 胚乳 只 占据 凝 胶 板 的 一 个 电泳 泳 道 ， 故 效率 比 一 粒 胚乳 占据 一 个 电泳 泳 道 提高 了 一 倍 。 
采用 水 平 切片 淀粉 凝 胶 电泳 技术 ， 使 用 王 中 仁 〈1996) 设计 由 北京 六 一 仪器 厂 生 产 的 “SG 
- WZ” 型 170 mL 水 平 切 片 淀粉 凝 胶 电泳 槽 ， 通 过 大 量 对 比 实验 ， 选 出 2 种 电极 缓冲 液 和 
相应 的 凝 胶 缓冲 液 系统 (K2) 分 别 用 于 不 同 的 酶 系统 。 

电泳 在 4 和 冰箱 中 进行 ， 采 用 40 mA 稳 流 电泳 5-6 h， 待 溴 酚 蓝 移 至 电泳 槽 顶端 ， 停 
LEX, WRZE., HERES (包括 液 染 和 胶 染 ) 采用 Solis et al. (1983) 和 王 中 仁 
(1996) 配方 。 染 色 后 即时 记录 谱 带 和 照相 ， 并 将 电泳 效果 好 的 胶片 制 成 久 干 片 。 方 法 是 :; 
用 半 透 性 膜 玻 璃 纸 覆 盖 胶 的 两 面 ， 夹 于 平板 上 使 其 渐 干 ， 为 防止 开裂 ， 涂 少许 甘油 。 

等 位 酶 位 点 和 等 位 基因 的 命名 按 常规 ， 以 酶 的 缩写 字母 代表 该 酶 系统 ， 连 字符 号 后 数 
据 代表 该 酶 不 同 的 位 点 ， 愈 靠近 正极 〈 迁 移 率 愈 大 ) 的 等 位 基因 以 A 代表 ， 其 次 以 了 B 代 
表 ， 照 此 类 推 。 由 于 没有 用 孢子 体 (LE) 做 试 材 ， 当 有 不 表达 (Silent) 等 位 基因 时 ， 
不 能 准确 确定 其 位 置 ， 故 将 其 作为 最 后 一 个 等 位 基因 。 
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表 2 电泳 缓冲 液 系统 配方 和 淀粉 型 号 及 浓度 
Table 2 The electrode buffer, gel buffer and Sigma starches. 








Sigma starch 
No. Electrode buffer Gel buffer 
and proportion 
0.40 mol Citric acid, trisodium salt; 
0.010 mol L- histidine mono HC} 2.10 g L- 
117.64 g Citric acid, trisodium salt 1(S - 4501) :1(S - 5651) 
B histidine mono HCl 
dihydrate 1.0 mol HCI to pH 7.0 1246 
1.0 mol NaOH to pH 7.0 H;0 up to 1000 mL 
H20 up to 100 mL 
0.040 mol Tris, 0. 105 mol Citric acid 0.009 mol Tris, 0.005 mol 工 - histidine mono 
" 48.46 g Tris,22.17 g Citric HCl: 10.40 g Tris 9.60 g L — histidine Mono- 3(S - 4501) :1(S - 5651) 
acid* H20 pH 8.0 tel pH 8.0 13% 


H50 up to 1000 mL H50 up to 1000 mL 
Buffer system B; a modification of Soltis’ 1 # (1983) ; Buffer system A; conkle et al. (1982) 


从 18 种 酶 系统 中 筛选 出 14 种 分 离 良好 、 谱 带 清 晰 的 酶 系统 ( 表 3)。 根 据 不 同 酶 谱 带 
在 个 体 和 居 群 的 分 布 ， 参 考 裸子 植物 有 关 酶 系统 的 文献 ， 尤 其 是 松 属 植物 的 等 位 酶 分 析 资 
料 ， 最 终 确定 了 14 种 酶 系统 共 33 个 等 位 酶 位 点 。 
X3 ”14 种 酶 系统 的 名 称 ， 缩 写 和 适用 的 绥 冲 系统 
Table 3 14 enzymes’ name, EC number and their buffer systems 


酶 系统 名 称 缩写 酶 代码 缓冲 系统 

Enzyme system Abbreviation EC no. Buffer system 
亮 氨 酸 氨基 肽 酶 Leucine aminopeptidase LAP 3.4.11.01 A 
天 冬 氨 酸 转氨酶 Aspartase aminotransferas AAT 2.6.01.01 A 
茵 草酸 脱 氨 酶 Shikimate dehydrogenase SKD 1.1.01.25 B 
乙醇 脱 氨 酶 Aleoholdehydrogenase ADH 1.1.01.01 B;A 
谷 氨 酸 脱氧 酶 Glutamate dehydrogenase GDH 1.4.01.02 B;A 
6- 磷酸 葡萄 糖 脱 氢 酶 Phosphogluconate dehydrogenase PGD 1.1.01.44 B 
磷酸 葡萄 糖 变 位 酶 Phosphogluconate dehydrogenase PGM 2.7.05.01 B 
磷酸 葡萄 糖 异 位 酶 Phosphoglucoisomerase PGI 5.3.01.09 B 
RM SUE Malate dehydrogenase MDH 1.1.01.37 B 
RME Malic enzyme ME 1.1.01.40 B 
SATR RAN Isocitrate dehydrogenase IDH 1.1.01.42 B 
葡萄 糖 - 6 -磷酸 脱氧 酶 Glucose - 6 — phosphate deliydrogenase G6PD 1.1.1.49 B 
心肌 黄 酶 Diaphorase DIA 1.6.04.03 B 
磷酸 丙 糖 异 构 酶 Triose - phosphate isomerase TPI 5.3.01.01 B 


2 结果 与 讨论 


2.1 等 位 酶 位 点 和 等 位 基因 的 确定 

亮 氨 酸 氨基 肽 酶 Leucine amino peptidase (LAP) LAP 又 称 氨基 肽 酶 (Aminopepti- 
dase， 简 称 AMP) ，， 在 松 属 植物 中 为 两 个 位 点 编码 《Wang，1990)。 本 研究 极为 稳定 ， 等 
位 基因 ark e 仅 在 极 少数 居 群 的 少数 个 体 中 出 现 ，LAP 两 位 点 的 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基 
因 见 图 1 和 图 版 1:1。 由 于 裸子 植物 的 胚乳 是 单 倍 体 ， 每 个 瀛 道 点 两 粒 胚 乳 的 混合 样 ， 若 
2 粒 胚乳 某 一 位 点 的 等 位 基因 相同 则 出 现 一 条 谱 带 ， 若 等 位 基因 不 同 则 出 现 一 高 一 低 的 2 
条 谱 带 ,很 容易 判断 等 位 基因 的 类 型 及 其 数目 ， 电 泳 带 谱 结果 清楚 ， 记 录 等 位 基因 简洁 明 
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了 ,不 会 发 生 混淆。 图 1 中 ,， 泳 道 1 的 两 粒 胚乳 的 基因 是 相同 ， 是 a 和 a; 同样 ， 泳 道 3 
的 是 b 和 b; 泳 道 5 的 是 c 和 c; 泳 道 2 的 2 粒 胚乳 的 基因 分 别 是 a 和 b; 泳 道 4 的 2 粒 胚 
乳 的 基因 分 别 是 b 和 co 
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图 1 LAP 两 个 位 点 的 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基因 ， 虚 线 示 最 常见 谱 带 (等 位 基因 b). 
Fig. 1. Banding pattern of two loci in LAP. The bands on dotted lane are the most common allele. Every running lane 
has two samples of macrogametophytes (haploid). 1. alleles; a and a; 2. alleles; a and b; 3. alleles; b and b; 4. 
alleles; b and c; 5. alleles; c and c. 
磷酸 葡萄 糖 异 构 酶 Phosphoglucoisomerase (PGI) PGI 在 本 研究 材料 中 ， 有 3 个 活性 
区 ， 由 于 Pgi - 2 位 点 的 谱 带 不 清晰 ， 不 予 分 析 ， 故 只 分 析 Pgi - 1 和 Pgi - 3 两 个 位 点 ， 
PGI 两 个 位 点 的 酶 谱 带 和 编码 等 位 基因 见 图 2 和 图 版 :4。 
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图 2 PGI 两 位 点 的 酶 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基因 ， 虚线 示 最 常见 谱 带 (等 位 基因 b). 

Fig. 2. Banding pattem of two loci in PGI. The bands on dotted lane are the most common allele. Every running lane 

has two samples of macrogametophytes (haploid). 1. alleles: a and a; 2. alleles; a and b; 3. alleles; b and b; 4. 

alleles; b and c; 5. alleles; c and c; 6. alleles; a and c. 

磷酸 葡萄 糖 变 位 酶 Phosphoglucomutase ( PGM) PGM 受 两 个 位 点 控制 (Wang, 
1990) ， 在 所 研究 材料 中 ，PCM 有 3 个 活性 区 ， 由 于 Pgm - 2 位 点 的 谱 带 不 清晰 ， 未 加 分 
析 ， 故 只 分 析 Pgm -1 和 Pgm - 3 两 个 位 点 ，PGM 两 个 位 点 的 酶 谱 带 和 编码 等 位 基因 见 图 
3 和 图 版 I: 1~ 2。 

KZAM EAN Aspartate aminotransferase ( AAT) AAT 又 被 称 为 谷 氨 酸 草 酰 乙酸 转 
AXE? (Glutamate oxaloacetate transaminase， 简 称 GOT)， 是 植物 中 研究 很 多 的 一 种 酶 (Got- 
tlieb，1982)， 存 在 于 植物 细胞 的 细胞 液 ， 叶绿体， 线粒体 和 微 体 中 ,该 酶 通常 受 2~4 个 
位 点 控制 ， 是 二 聚 体 结构 (Gottlieb, 1973; Kephar，1990)， 在 某 些 类 群 中 也 有 单 聚 体 酶 
的 报道 (Cai and Chinnappa，1989)。 松 属 植物 中 ， 可 检测 4 个 活性 区 (Bonnet - Masimbert, 
1979; Fowler and Morris, 1977; 葛 颂 ，1988)， 或 3 个 活性 区 或 2 个 活性 区 (Ledig and Con- 
kle, 1983; Wang，1990)。 本 研究 发 现 ，AAT 受 4 个 位 点 控制 ， 但 由 于 Aat -2 和 Aat - 4 B 
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带 不 清晰 ， 有 的 个 体 出 现 ， 有 的 个 体 不 出 现 ， 无 法 分 析 ， 故 只 利用 Aat - 1 和 Aat -3 这 2 
个 位 点 。 这 2 个 位 点 的 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基因 见 图 4 和 图 版 1 : 2~ 3。 
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图 3 PGM 两 位 点 的 酶 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基因 ， 虚 线 示 最 常见 谱 带 (等 位 基因 b) 
Fig. 3. Banding pattern of two loci in PGM. The bands on dotted lane are the most common allele. Every running lane 
has two samples of macrogametophytes (haploid). 1. alleles: a and a; 2. alleles; a and b; 3. alleles: b and b; 4. 
alleles; b and c; 5. alleles; c and c; 6. alleles: a and c. 
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图 4 AAT 两 位 点 的 酶 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基因 ， 虚 线 示 最 常见 谱 带 〈 等 位 基因 d 和 b)。 
Fig. 4. Banding pattem of two loci in AAT. The bands on dotted lane are the most common allele. Every running lane 
has two samples of macrogametophytes (haploid). 1. alleles; a and a; 2. alleles: a and b; 3. alleles: a and c; 4. 
alleles: a and d; 5. alleles: b and c; 6. alleles; b and d; 7. alleles: c and d; 8. alleles: b and b; 9. alleles: c 
and c; 10. alleles; d and d; 11. alleles: d and e. 
6 - 磷酸 葡萄 糖 脱氧 酶 Phosphogluconate dehydrogenase (PGD) PGD 在 本 研究 材料 中 
为 两 个 位 点 控制 ，Pgd - 1 位 点 共有 3 个 等 位 基因 ，Pegd - 2 位 点 共有 4 个 等 位 基因 。 实 际 
BYP, Ped - 2 位 点 的 等 位 基因 a 的 谱 带 与 Pad - 1 位 点 的 等 位 基因 b 的 谱 带 位 置 接近 或 
Eik, PGD 两 位 点 的 酶 谱 带 和 编码 等 位 基因 见 图 5 和 图 版 [; 5-6. 
异 柠檬 酸 脱 氨 酶 Isocitrate dehydrogenase (IDH) IDH 在 本 研究 材料 中 受 两 个 位 点 控 
制 ， 其 中 , adh -1 位 点 的 酶 为 二 聚 体 结构 ， 当 两 粒 胚 乳 的 等 位 基因 分 别 为 a 和 bb 时 ， 放 在 
一 起 研磨 、 上 样 、 电 泳 ， 发 现 少数 情况 下 两 条 不 同 的 单 肽 链 发 生 聚 合 形成 与 杂 合 二 售 体 一 
样 的 酶 谱 带 ， 即 3 条 谱 带 ， 而 不 是 一 高 一 低 的 2 条 谱 带 。IDH 两 位 点 的 酶 电泳 谱 带 和 编码 
等 位 基因 见 图 6 MEARI: 7。 
乙醇 脱 氢 酶 Alcohol dehydrogenase ( ADH) ADH 在 本 研究 中 ， 受 3 个 位 点 控制 ， 有 
3 个 活性 区 , Adh - 1 位 点 有 1~ 3 个 等 位 基因 , Adh -2 位 点 有 1~4 个 等 位 基因 , Adh -3 位 
点 有 1 ~ 3 个 等 位 基因 。ADH3 个 位 点 酶 谱 带 和 编码 等 位 基因 见 图 7 和 图 版 : 4。 
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图 5 PGD 两 位 点 的 酶 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基因 ， 虚线 示 最 常见 谱 带 (等 位 基因 b)。 
Fig. 5. Banding pattem of two loci in PGD. The bands on dotted lane are the most common allele. Every running lane 
has two samples of macrogametophytes (haploid). 1. alleles; a and a; 2. alleles; a and b; 3. alleles; b and b; 4. 
alleles: b and c; 5. alleles; a and c; 6. alleles; c and c; 7. alleles; b and d; 8. alleles: a and d; 9. alleles; d 
and d. 
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图 6 PGI 两 位 点 的 酶 电 沪 谱 带 和 编码 等 位 基因 ， 虚 线 示 最 常见 谱 带 (等 位 基因 b). 
Fig. 6. Banding pattem of two loci in IDH. The bands on dotted lane are the most common allele. Every running lane 
has two samples of macrogametophytes (haploid). 1. alleles: a and a; 2. alleles; a and b; 3. alleles: b and b; 4. 
alleles: b and c; 5. alleles; c and c. 
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图 7 ADH 两 位 点 的 酶 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基因 ， 虚线 示 最 常见 谱 带 (等 位 基因 b)。 
Fig. 7. Banding pattern of three loci in ADH. The bands on dotted lane are the most common allele. Every running 
lane has two samples of macrogametophytes (haploid). 1. alleles; a and a; 2. alleles; a and b; 3. alleles: b and b; 
4. alleles; b and c; 5. alleles; c and c; 6. alleles: b and c; 7. alleles; c and d. 


2E IB AN Shikimate dehydrogenase (SKD) SKD 在 Wang (1990) 研究 的 松 属 材 
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料 中 有 两 个 位 点 ， 且 Skd - 1 位 点 等 位 基因 在 油 松 (P. tabulaeformis ) 居 群 中 多 达 5 个 ， 
在 云南 松 居 群 中 共有 2 个， 在 高 山 松 居 群 中 有 4 个， 本 研究 中 ，SKD 有 3 个 等 位 酶 位 点 ， 
Skd - 1 位 点 通常 有 2 个 等 位 基因 ， 少 数 居 群 的 少数 个 体 有 第 3 个 等 位 基因 ，Skd - 2 位 点 
4 1~3 个 等 位 基因 ，Skd - 3 位 点 有 1~4 个 等 位 基因 。 实 际 电泳 酶 谱 中 Skd - 3 的 等 位 基 
因 a 的 谱 带 位 置 与 Skd - 2 的 等 位 基因 b 的 谱 带 位 置 接近 或 重 迭 。SKD 3 个 位 点 的 酶 谱 带 和 
编码 等 位 基因 见 图 8 和 图 版 I : 9。 

谷 氮 酸 脱 氢 酶 Gluramate dehydrogenase (GDH) GDH 在 Wang (1990) 研究 材料 中 只 
有 一 个 位 点 ， 在 本 研究 中 ，GDH 有 两 个 染色 活性 区 但 靠 正 极 的 谱 带 着 色 很 浅 ， 似 乎 时 有 
时 无 ， 不 易 判 别 ， 故 此 位 点 无 法 分 析 ， 只 分 析 靠 负极 的 位 点 ，GDH 位 点 的 酶 电泳 谱 带 和 
编码 等 位 基因 见 图 9 和 图 版 : 8。 


Banding pattern of enyzme Alleles 
- mM - Skd-1-a 
PEE 4m mm -} siad Skd-1-b 

"m" m -æ Skd-1-c 
m om 十 $kd-2-a 
dus ER-ER 88 ——————————  - } saad Skd-2-b 
a pea Skd-2-c 
am om = -— Skd-3-a 


J Skd-3-b 
m cim 一 人 Skd-3 | Skd-3-c 


EB SM m m Skd-3-d 
12 3 4 5 6 7 8 


图 8” SKD 两 位 点 的 酶 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基因 ,虚线 示 最 常见 谱 带 (等 位 基因 b). 
Fig. 8. Banding pattem of three loci in SKD. The bands on dotted lane are the most common allele. Every running lane 
has two samples of macrogametophytes (haploid). 1. alleles: a and a; 2. alleles: a and b; 3. alleles: b and b; 4. 
alleles; b and c; 5. alleles: c and c; 6. alleles: b and d; 7. alleles; a and d; 8. alleles: d and d. 
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图 9 GDH 位 点 的 酶 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基因 ， 虚 线 示 最 常见 谱 带 (等 位 基因 b)。 
Fig. 9. Banding pattern of one locus in GDH. The bands on dotted lane are the most common allele. Every running 
lane has two samples of macrogametophytes (hapioid). 1. alleles; a and b; 2. alleles; b and b; 3. alleles: b ard c. 
葡萄 糖 -6 - 磷酸 脱 氢 酶 Glucose - 5 — phosphate dehydrogenase (G6PD) G6PD 在 本 
研究 材料 中 有 2 个 活性 区 ， 人 靠近 负极 位 点 的 等 位 酶 谱 带 着 色 浅 不 清晰 ， 本 研究 未 采用 ， 仅 
采用 靠近 正极 的 位 点 用 于 分 析 。C6PD 一 个 位 点 的 酶 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基因 见 图 10 和 图 
版 II : 8, 
苹果 酸 酶 Malic enzyme (ME) ME 在 本 研究 材料 中 有 4 ~ 5 个 活性 区 ， 但 除了 靠 负 
极 的 带 谱 稳定 表达 外 ， 其 余 带 谱 表达 不 稳定 ， 时 有 时 无 ， 无 法 分 析 ， 故 本 研究 只 分 析 靠 负 
极 的 一 个 位 点 。ME 一 个 位 点 的 酶 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基因 见 图 11 和 图 版 T ; 10。 
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图 10 G6PD 位 点 的 酶 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基因 ， 虚 线 示 最 常见 谱 带 (等 位 基因 b), 
Fig. 10. Banding pattem of one locus in G6PD. The bands on dotted lane are the most common allele. Every running 
lane has two samples of macrogametophytes (haploid). 1. alleles: a and a; 2. alleles; a and b; 3. alleles: b and b; 
4. alleles; b and c; 5. alleles: c and c. 
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图 11 ME 位 点 的 酶 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基因 ， 虚 线 示 最 常见 谱 带 (等 位 基因 b), 

Fig. 11, Banding pattem of one locus in ME. The bands on dotted lane are the most common allele. Every running lane 

has two samples of macrogametophytes (haploid). 1. alleles: a and a; 2. alleles; a and b; 3. alleles; b and b; 4. 

alleles; a and c; 5. alleles; c and c. 

苹果 酸 脱 氢 酸 Malate dehdrogenase (MDH) MDH 是 松 属 植物 中 研究 较 多 的 一 种 同 
LHP, 发 现在 松 属 植物 中 MDH 受 4 个 位 点 控制 (Yeh and Layton, 1979; Malley et al , 
1979; Wheeler and Guries, 1982; Woods et al , 1983; £i, 1988). ifj Wang (1990) 在 其 
研究 材料 分 析 了 MDH 的 2 个 位 点 。 也 不 例外 ， 本 研究 材料 MDH X 4 个 位 点 控制 ， 其 中 ， 
Mdh - 2. Mdh -3 或 Mdh -4 这 3 个 位 点 均 有 不 表达 的 (salient) 等 位 基因 d。MDH4 个 位 
点 的 酶 谱 带 和 编码 的 等 位 基因 见 图 12 和 图 版 I : 7。 

心肌 黄 酶 Diaphorase (DIA) DIA 在 本 研究 材料 中 有 5 个 活性 区 ， 但 靠近 阴极 的 位 
点 ， 其 酶 电泳 谱 带 着 色 浅 ， 时 出 现 ， 时 不 出 现 。 故 Dia -5 位 点 无 法 分 析 。 本 研究 共 分 析 
T Dia - 1, Dia - 2, Dia - 38 Dia -4 四 个 位 点 ， 其 中 , Dia - 2 和 Dia - 3 位 点 有 一 不 
表达 的 (salient) 等 位 基因 dHe, KRERË Dia -3 位 点 的 等 位 基因 a 的 谱 带 位 置 与 Dia - 
2 位 点 的 等 位 基因 b 的 谱 带 位 置 接近 或 重 迭 。Dia - 4 位 点 全 为 单 态 位 点 。DIA 4 个 位 点 的 
酶 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基因 见 图 13 和 图 版 [ :5 ~ 6。 

磷酸 丙 糖 异 构 酶 Triose - phosphate isomerase (TPI) TPI 在 本 研究 材料 中 有 4 个 活性 
区 ，TPI 4 个 位 点 均 较 为 稳定 ， 以 等 位 基因 b 的 谱 带 最 为 常见 ， 只 有 少数 居 群 的 极 少数 个 
体 出 现 等 位 基因 ask c 的 谱 带 。TPI 这 4 个 位 点 的 酶 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基因 见 图 14 和 图 
hR IL: 3。 

在 所 研究 的 15 个 云南 松 居 群 33 个 基因 位 点 中 ， 有 32 个 基因 位 点 是 多 态 的 (有 2 个 
以 上 的 等 位 基因 )， 只 有 一 个 单 态 位 点 Dia - 4。 有 3 个 等 位 基因 的 位 点 有 Lap - 1、 Lap - 
2. Aat -3, Skd-1, Skd-2, Adh-1, Adh -3. Gdh, Pad -1 Pgm- 1. Pgm -3, Psi 
-l. Pgi-3, Mdh-1, Me, Idh-l, Idh-2, G6pd, Dia-1, Tpi-l, Tpi-2, Tpi-3 
和 Tpi - 4。 有 4 个 等 位 基因 的 位 点 有 Skd -3、Adh -2. Pgd-2. Mdh -2. Mdh - 3、Mdh 
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图 12 MDH 4 个 位 点 的 酶 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基因 ， 虚 线 示 最 常见 谱 带 (等 位 基因 b). 
Fig. 12. Banding pattern of four loci in MDH. The bands on dotted lane are the most common allele. Every running 
lane has two samples of macrogametophytes (haploid). 1. alleles; a and a; 2. alleles; a and b; 3. alleles: b and b; 
4. alleles; b and c; 5. alleles; c and c; 6. alleles: d and d. 
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图 13 DIA 4 个 位 点 的 酶 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基因 ， 虚 线 示 最 常见 谱 带 (等 位 基因 bM a)。 

Fig. 13. Banding pattem of four loci in DIA. The bands on dotted lane are the most common allele. Every running lane 

has two samples of macrogametophytes (haploid). 1. alleles; a and a; 2. alleles: a and b; 3. alleles: b and b; 4. 

alleles; b and c; 5. alleles: c and c; 6. alleles: b and d; 7. alleles: d and d; 8. alleles; e and e. 
-4 和 Dia -2， 有 5 个 等 位 基因 的 位 点 有 Aat -1 和 Dia -3 ( 表 4); 本 研究 云南 松 居 群 的 
等 位 基因 平均 数 A = 2.1。 葛 颂 (1988) 研究 马尾 松 P. massoniana 显示 居 群 中 Ldh - 1. 
Ldh -2、Mdh -3、Mdh -4 位 点 具有 3 个 等 位 基因 是 等 位 基因 数 最 多 的 ， 居 群 等 位 基因 平 
均 数 A=1.7。Wang (1990) 研究 表明 云南 松 居 群 中 Aa -3 和 Fes 位 点 具有 4 个 等 位 基因 
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是 等 位 基因 数 最 多 的 ， 居 群 等 位 基因 平均 数 A =2.2; 高 山 松 P. densata 居 群 中 Lap - 2、 
Aat -3、Sdh -1 位 点 具有 4 个 等 位 基因 是 等 位 基因 数 最 多 的 ， 居 群 等 位 基因 平均 数 A = 
2.5; WPA P. tabulaeformis 居 群 中 Fes 和 Sdh — 1 位 点 具有 5 个 等 位 基因 是 等 位 基因 数 最 多 
的 ， 居 群 等 位 基因 平均 数 A=2.8。 杨 一 平 (1989; 1991) 研究 表明 ， 红 松 P. koraiensis 居 
群 中 Es - 1 位 点 具有 6 个 等 位 基因 是 等 位 基因 数 最 多 的 ， 居 群 等 位 基因 平均 数 A = 2.25; 
长 白松 P. sylvestris var. sylvestriformis 居 群 等 位 基因 平均 数 A =2.19。 国 外 学 者 研究 表明 ， 
脂 松 P. resinosa 居 群 等 位 基因 平均 数 A = 1.0 (Fowler, 1977); 陶 松 P.torreyana 居 群 等 位 
基因 平均 数 A = 1.0， 指 果 松 P. monticola 居 群 等 位 基因 平均 数 A =2.4， 台 地 松 已 . punens 
居 群 等 位 基因 平均 数 A = 1.3， 刺 果 松 P. aristata 居 群 等 位 基因 平均 数 A = 1.6， 刚 松 P. 
rigida 居 群 等 位 基因 平均 数 A =2.0， 朗 格 松 P. longaveva 居 群 等 位 基因 平均 数 A=2.4， 火 
炬 松 P. taeda 居 群 等 位 基因 平均 数 A =3.7， 欧 洲 赤 松 P. sylvestris 居 群 等 位 基因 平均 数 A 
=4.6 (Hamrick, 1979; 1989)。 由 此 可 见 ， 云 南 松 居 群 酶 位 点 及 其 等 位 基因 数 的 变异 在 松 
属 中 居于 中 等 水 平 。 
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图 14 TPI4 个 位 点 的 酶 电泳 谱 带 和 编码 等 位 基因 ， 虚 线 示 最 常见 谱 带 (等 位 基因 b). 
Fig. 14. Banding pattem of four loci in TPI. The bands on dotted lane are the most common allele. Every running lane 
has two samples of macrogametophytes (haploid). 1. alleles; a and a; 2. alleles; a and b; 3. alleles; b and b; 4. 
alleles: b and c; 5. alleles; c and c. 
通过 上 述 15 个 云南 松 居 群 33 个 酶 位 点 的 谱 带 遗传 分 析 ， 揭 示 了 云南 松 居 群 酶 位 点 及 
其 等 位 基因 带 谱 的 变异 式样 ， 这 就 为 以 后 深入 研究 云南 松 居 群 的 遗传 结构 与 进化 问题 ,为 
国产 松 属 植 物 的 遗传 多 样 性 研究 提供 了 一 批 酶 位 点 及 其 等 位 基因 变异 的 参考 图 谱 ， 以 便于 
深入 研究 国产 松 属 植 物 的 遗传 多 样 性 及 其 林木 遗传 育种 等 方面 的 问题 时 参考 。 
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图 版 说 明 


图 版 I ”图 版 中 每 个 泳 道 点 两 粒 胚 乳 的 混合 样 ， 若 2 粒 胚 乳 某 一 位 点 的 等 位 基因 相同 则 出 现 一 条 谱 带 ， 若 等 位 基因 不 
同 则 出 现 一 高 一 低 的 两 条 谱 带 。1， LAP 2 个 位 点 的 电泳 酶 谱 式 样 。2 ~ 3，AAT 2 个 位 点 的 电泳 酶 谱 式样 。4，ADH 3 
个 位 点 的 电泳 酶 谱 式样 。5 ~ 6. POD 2 个 位 点 的 电泳 谱 式样 。7，MDH 4 个 位 点 的 电泳 酶 谱 式 样 。8，CDH 1 个 位 点 的 
电泳 酶 谱 式样 。9. SKD 3 个 位 点 的 电泳 酶 谱 式样 。10，ME 1 个 位 点 的 电泳 酶 谱 式样 。 

图 版 ”图 版 中 每 个 泳 道 点 两 粒 胚乳 的 混合 样 ， 车 2 粒 胚 乳 某 一 位 点 的 等 位 基因 相同 则 出 现 一 条 谱 带 ， 若 等 位 基因 不 
同 则 出 现 一 高 一 低 的 两 条 谱 带 。1 ~2. POM 2 个 位 点 的 电泳 酶 谱 式样 。3. TPI 这 4 个 位 点 的 电泳 酶 谱 式样 。4，PCI 2 
个 位 点 的 电泳 酶 谱 式样 。5 ~ 6. DIA 4 个 位 点 的 电泳 酶 谱 式样 。7. IDH 2 个 位 点 的 电泳 谱 式 样 。8，C6PD 1 个 位 点 的 
电泳 酶 谱 式样 。 


Explanation of Plates 


Plate | Every running lane has two samples of macrogametophytes (haploid) in the plates. 
Fig.l. Banding pattern of two loci in LAP. Fig.2 ~ 3. Banding pattem of two loci in AAt. 
Fig.4. Banding pattern of two loci in ADH. Fig.5 ~ 6. Banding pattern of four loci in DIA. 
Fig.7. Banding pattern of four loci in MDH. Fig.8. Banding pattem of one locus in GDH. 
Fig.9. Banding pattern of three loci in SKD. Fig.10. Banding pattern of one locus in ME. 
Plante [| Every running lane has two samples of macrogametophytes (haploid) the plates. 
Fig.1 ~ 2. Banding pattern of two loci in PGM. Fig.3. Banding pattern of four loci in TPI. 
Fig.4. Banding pattern of two loci in PGI. Fig.5 ~ 6. Banding pattern of four loci in DIA. 
Fig.7. Banding pattern of two loci in IDH Fig.8. Banding pattem of one locus in G6PD. 
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YU Hong et al : Allozyme Method in Study on Population Genetics of 
Pinus yunnanensis 
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